Динамика изменения модального класса клеток популяции костного мозга у больных с острым лимфобластным лейкозом в период ремиссии by Богуш, И. Г. et al.
8 0  Н А У Ч Н Ы Е  В Е Д О М О С Т И  Щ Ш  С е р и я  М ед и ц и н а . Ф а р м ац и я . 2011 . № 4 (99). В ы пуск 13
УДК 616-006446.2
ДИНАМИКА ИЗМЕНЕНИЯ МОДАЛЬНОГО КЛАССА КЛЕТОК ПОПУЛЯЦИИ 
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При онкогенезе происходят изменения функционального состояния генома 
клеток тканей организма -  опухоленосителя. Сущ ествуют различные подходы в оценке 
функционального состояния клеточной популяции органа или тканей организма.. Так 
сущ ествую т критерий К-фаген [3] и модальны й класс функционально активных клеток 
[l, 2, 5]. К-фаген -  коэффициент функциональной активности генома клетки выведен 
из отнош ения величины гистон/ДН К после определения с помощ ью метода цитофо­
тометрии оптической плотности ядра, окраш енного по Фельгену (количественная 
оценка содерж ания ДН К в клетке) и нафтоловым желтым S (оценка количества гисто- 
нов в клетке). Н аряду с оценкой функционального состояния популяции по величине 
К-фаген важно применить методы основанные на сдвиге количественно дом инирую ­
щего в популяции класса клеток. При сравнении гистограммы распределения клеток с 
различны ми значениями К- фаген опухолевых клеток относительно модального клас­
са нормальны х клеток известно, что более трети опухолевых клеток, идентичны х по 
своему функциональному состоянию клеткам/ткани, располагается слева от м одально­
го класса нормальны х клеток, то опухоль повыш ает степень функциональной активно­
сти генома клеток органа (ткани), на которое направлено действие опухоли, если спра­
ва -  опухоль оказывает противополож ное действие [4]. Целью данного исследования 
являлся сравнительный анализ сдвига модального класса одной популяции клеток от­
носительно другой, для характеристики функциональных событий, происходящ их при 
этом в организме-опухоленосителя.
Материалы и методы исследования. Для выделения модального класса 
клеток, оцениваемы х по критерию К-фаген, были найдены минимальное и м акси­
мальное значения К фаген гистограмм клеток опыта и контроля. Были выбраны самая 
малая и больш ая величины К-фаген, определены пределы для построения общ ей гис­
тограммы клеток, которую  разделили на 3 равны е части. Было определено процентное 
число клеток опыта и стандарта, соответствую щ их каж дому разряду. После чего было 
найдено процентное число клеток обеих популяций, приходящ ихся на каж дый разряд.
Для исследования были использованы мазки костного мозга от 5 больных -  с 
острым лимфобластным лейкозом, проходящ их курс лечения в РОНЦ им Н .Н .Блохина 
РАМ Н. Контролем (стандартом) служил костный мозг от 3 доноров, который был взят 
из банка костного мозга РОНЦ им. Н .Н .Блохина РАМ Н. Препараты обрабатывали по 
описанной ранее методике [3]. Для статистического анализа материала использовали 
критерий Стьюдента. Результаты оценивались с надежностью  не менее 0,95.
Результаты клинических наблюдений. Период ремиссии или наступление 
рецидива при гемобластозах оценивался с помощ ью цитологического метода. При на­
личии в популяции около 5% и вы ш е патологических (бластных) клеток имеет место 
рецидив заболевания, при меньш их значениях -  ремиссия. Однако, как показываю т 
биохимические и иммунологические исследования, при оценке состояния клеточных
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Методом цитофотометрии установлено, что для ранней 
оценки эффективности терапии целесообразно использовать 
такие количественные параметры как коэффициент функцио­
нальной активности генома клетки (К-фаген) и переход модаль­
ного (доминирующего) в популяции класса клеток из одного 
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популяций только по проценту бластных клеток теряется достаточно больш ой объем 
информации. С целью иллюстрации данного фактора, нами приведены следующ ие 
больные.
П ример 1. Больной Ш. (табл. 1, i -ая группа сравнения), прош ел курс лечения и к 
началу наш его исследования по клиническим показателям был близок к пороговому 
значению  рецидива, так как в популяции костного мозга больного выявлено 4,8% бла­
стных клеток. П роведение реиндукции (повторного курса химиотерапии) позволило 
через месяц снизить долю  бластных клеток до 3%. Причем, после реиндукции в м о­
дальном классе клеточной популяции костного мозга, доля клеток уменьш илась на 
10% (57% до реиндукции и 47% после). Н аряду с этим, у  больного после реиндукции 
увеличилась доля клеток во 2-ом и 3-ем разрядах общ ей гистограммы сравнения. Этот 
факт указывает, что наблюдается тенденция к улучш ению  состояния больного увели­
чение количества клеток справа от модального класса соответствует появлению в по­
пуляции клеток более высодифференцированных, чем в модальном классе.
Таблица 1
Распределение клеток костного мозга по величине К-фаген в пределах 1-3 разрядов 
общей гистограммы группы сравнения до и после проведения 
клрса реиндукции больному Ш
Объект исследования
Среднее значе­
ние К-фаген
%  бластных 
клеток
Доля клеток в 1-3 разрядах 
гистограмм
1 2 3
Больной Ш. до проведения 
реиндукции
1,18
(1,12-1,24) 4,8 57 37 6
Больной Ш. через 1 мес. 
после реиндукции
1,11
(1,06-1,16) 3 ,о 47 43 10
Больной Ш. через 4 мес. 
после реиндукции
1,16
(1,11-1,21)
1,6 37 53 10
Больной Ш. через 9мес. 
после реиндукции
0,99
(0,93-1,05) 5,2 62 29 9
Больной X. при установлении ЭМР
1,46
(1,39 -1,53)
3 ,о 30 57 13
Больной X. через 9мес. наблюдения 1,31
(1,27-1,35)
2,0 59 38 3
Норма (донор)
1,46
(1,40-1,51) 5 79 8
Больной Л. в период ремиссии
1.26
(1,20-1,32) 36 56 8
В силу того, что популяция лим ф областны х клеток состоит, в основном из низ­
кодиф ф еренцированны х элементов, то увеличение в популяции костного мозга боль­
ного доли вы сокодифф еренцированны х клеток свидетельствует о положительном эф ­
фекте проведенной терапии. Н аблюдение за больным показало, что тактика лечения 
была правильной. Как можно видеть из табл. 1, через 4 месяца после реиндукции про­
изош ел сдвиг модального класса клеток костного мозга больного вправо, что соответ­
ствовало увеличению  в популяции костного мозга больного доли клеток идентичны х 
норме. Н а это указывали данные, полученные цитоморфометрическим методом: доля 
бластны х клеток снизилась с 4>8% до 1,6%. При проведении сравнительного анализа по 
результатам, представленным в табл. 1 было показано, что проведение больному Ш. 
повторного курса химиотерапии было недостаточно эффективным. Во-первых, доля 
бластны х клеток за 3 месяца (период м еж ду 1 и 4 месяцами после реиндукции) снизи­
лась на 1,4 %- Во-вторых, в этот период из модального класса клеток костного мозга 
больного, приходящ егося на первый разряд, переш ло во второй разряд всего 10% кле­
ток. В то время, как теоретически положительны й оптимальный эффект терапии дол­
жен был бы привести к тому, что в первом разряде, куда входят, в основном низко­
диф ф еренцированны е клетки (идентичные по уровню  функциональной активности 
своего генома лимфобластным клеткам), всего оказалось несколько процентов таких 
клеток. То обстоятельство, что через 4 месяца после реиндукции в первом разряде ос­
талось 37% клеток, указы вает на реальную  возмож ность рецидива в скором будущем. 
Действительно, в дальнейш ем (в последующ ие 5 месяцев) в популяции костного мозга
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больного произош ел сдвиг модального класса клеток влево, то есть в сторону злокаче­
ственной трансформации. Таким образом, из наблю дения за состоянием клеточной 
популяции костного мозга больного Ш. можно придти к заклю чению , что анализ кле­
точной популяции с учетом количественны х изменений в модальном классе клеток 
даст возмож ность оценить эфф ективность химиотерапии, а такж е прогнозировать на­
ступление рецидива. Подтверждению сказанному могут служить следующ ие примеры. 
У  Больного Ф., (табл. 2, i -ая группа сравнения) в момент поступления в клинику по ре­
зультатам цитологического исследования был диагностирован рецидив. По протоколу 
был назначен курс интенсивной терапии (КИТ). П осле проведения курса лечения со­
стояние больного значительно улучш илось. Эффект восстановления функционального 
состояния клеточной популяции костного мозга можно видеть из табл. 2. Как следует 
из данных, приведенны х в таблице, 68% клеток костного мозга после КИ Т переш ло из 
разряда низкодифф еренцированны х (1разряд) в разряд с умеренной степенью диффе- 
ренцировки (2 разряд) и 15% в разряд вы сокодифф еренцированны х клеток (3 разряд). 
При этом в 1 разряде после проведения КИ Т осталось всего 16 % клеток, что указы вает 
на высокую результативность проведенного курса терапии.
Таблица 2
Частота распределение клеток костного мозга по величине. К-фаген 
в пределах 1-3 разрядов общей гистограммы в группе сравнения 
до и после проведения курса интенсивной химиотерапии (КИТ)
Группа
сравнения
Объект исследования
Процентное число клеток-3 
разрядах в общей группе сравнения в 
норме до и после проведения КИТ
1 2 3
1-ая группа
Норма(донор) 16 50 34
Б-ной Ф до проведения КИТ 84 15 1
Б-ной Ф после проведения КИТ 16 68 16
2-ая группа
Норма(донор) 14 70 16
Б-ной С в момент выписки 52 38 10
Из приведенны х данны х можно предположить, что в ближайш ее время у  дан­
ного больного рецидива быть не долж но, т.к. после проведения КИ Т популяция его ко­
стного мозга была практически идентична таковой у  здорового человека. Различие 
между популяциями заключается лиш ь в том, что доля вы сокодиф ференцированны х 
клеток у  больного Ф. несколько ниже, чем в норме у  донора (16% против 34%).
В данном случае сравнительный анализ гистограмм больного и нормы показал, 
что с одной стороны курс лечения был эффективным, а с другой -  предположительно 
период ремиссии мож ет оказаться длительным. В другом примере больной X. (табл. 1) 
в период наш их наблю дений в течение 1 года по цитологическим показателям нахо­
дился в состоянии ремиссии, так как доля бластных клеток в популяции костного м оз­
га больного не превыш ала 3%. Однако, клинически у  больного был обнаружен экстра- 
медуллярный рецидив (поражение мягких тканей правой верхнечелюстной пазухи -  
ЭМ Р). Изменения, связанные с развитием данного заболевания, наш ли свое отражение 
в характере перестройки популяции костного мозга больного.
Как видно из табл. 1, по мере патологического роста опухоли в популяции кост­
ного мозга больного X  соответственно увеличивается доля клеток, относящ ихся к пер­
вому разряду общей гистограммы сравнения. При этом изменения в популяции кост­
ного мозга направлены в сторону снижения диф ф еренцировки анализируемой попу­
ляции, что характерно для картины развития острого лимфобластного лейкоза. (ОЛЛ). 
Интересно, что при этом доля бластных клеток в популяции остается неизменной. Так 
ж е отмечалась тенденция к снижению процентны х показателей от 3% до 2%. Это сви­
детельствует о том, что появление очага патологического роста индуцировало изм ене­
ние функционального состояния популяции клеток костного мозга больного X. в сто­
рону злокачественной трансф ормации без сущ ественного увеличения процента бласт­
ных клеток. Данны й факт указы вает на то, что анализ клеточной популяции костного 
мозга больного X. по сдвигу модального класса клеток и количественным изменениям
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в последнем является более тонким тестом, чем цитоморфологический метод оценки 
состояния популяции по процентному содержанию бластны х клеток.
Иллюстрацией к сказанному служит следующий пример. Больной С. (табл. 2) в те­
чение длительного времени по клиническим и цитологическим показателям (доля бласт­
ных клеток в популяции костного мозга) находился в состоянии ремиссии. На основании 
этих данных больной был выписан из клиники под наблюдение. Однако по нашим дан­
ным это было сделано преждевременно, так как при сравнении гистограмм костного моз­
га группы сравнения норма (донор) -  больной к моменту выписки оказалось, что модаль­
ный класс популяции клеток костного мозга больного С. сдвинут влево (в первый ряд) 
общей гистограммы относительно модального класса клеток в норме (донор), приходяще­
гося на второй разряд общей гистограммы сравнения. Вследствие того, что снижение сте­
пени дифференцировки клеток является одним из признаков развития ОЛЛ, можно 
предположить, что у  больного С. возможен рецидив и его выписка была преждевремен­
ной. О целесообразности проведения анализа состояния клеточной популяции с учетом 
модального класса клеток свидетельствует следующий пример (табл. 1 ,3-я группа сравне­
ния). Больной Л. в течение почти трех лет находился в ремиссии по всем функциональ­
ным и морфологическим показателям. Однако анализ гистограммы общей группы срав­
нения показал, что, во-первых, имеется статистически достоверное различие по К-фаген 
между сравниваемыми объектами. Во-вторых, несмотря на то, что изменения модального 
класса клеток в сравниваемых гистограммах не произошло, доля клеток костного мозга 
первого разряда (наименее дифференцированные клетки) у  больного С. на 31% превыша­
ла норму. Это явно повышает вероятность рецидива у  больного С. в ближайшее время. 
Действительно, через 3 месяца у  больного на основании цитологического анализа костно­
го мозга был обнаружен рецидив -  6% бластных клеток.
Таким образом, из общего анализа полученны х данны х можно сделать заклю ­
чение, что при гемобластозах анализ состояния клеточной популяции по модальному 
классу функционально активных клеток является более чувствительны м методом, чем 
оценка по проценту бластных клеток в исследуемой популяции, потому что анализ по­
пуляции идет по двум рано изменяющ имся параметрам: по сдвигу модального класса 
клеток, т. е. изменению степени диф ф еренцировки определенной группы клеток, а 
также по изменению (перераспределению) количественного состава клеточны х попу­
ляций. Оба эти параметра указы ваю т на возмож ность не только оценки эффективности 
лечения, но и определенного участия в коррекции проводимой терапии.
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DYNAMICS OF CHANGE OF THE MODAL CLASS POPULATION OF DONE MARROW CELLS 
IN PATIENTS WITH ACUTE LYMPHODLASTIC LEUKEMIA (ALL) IN STAGE OF REMISSION
I.G. Bogush1, P.l. Shabalkin1
Литература
A.S. Yagubou1, T.V. Pavlova2 Using the method of cytophotometry it was revealed that 
for the early assessment o f the therapy effectiveness it is advis­
able to use such quantitative parameters as the coefficient of 
functional activity o f the cell genome (K-Fagen) and modal shift 
(dominant) in the population class o f cells from  one category to 
another.
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